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Anticorps pour ADCC et induisant la production de cytokines 



5 La pr6sente invention concerne des anticorps monoclonaux chimeriques humanisms ou 
humains qui sont produits dans des lign^es cellulaires s<§lectionnees, lesdits anticorps 
prSsentant une forte affinity pom: le rScepteur CD 16 des cellules effectrices du systeme 
immunitaire mais 6galement la propri&e d'induire la secretion de cytokines et 
d'interleukines, qui peuvent moduler l f activit6 cytotoxique des cellules effectrices. 

10 

L'immunoth6rapie au moyen d' anticorps monoclonaux est en passe de devenir un des 
aspects les plus importants de la mgdecine. En revanche, les resultats obtenus lors 
d'essais cliniques apparaissent contrasts. En effet, il peut s'av&er que Panticorps 
monoclonal ne soit pas suffisamment efficace. De nombreux essais cliniques sont 
15 arret&s pour diverses causes telles que le manque d'efficacit<§ et des effets secondaires 
incompatibles avec une utilisation en th&apie clirrique. Ces deux aspects sont 
etroitement ltes sachant que des anticorps peu actifs sont administres k fortes doses 
pour compenser et obtenir une r6ponse th6rapeutique. L'administration de forte dose 
induit non seulement des effets secondaires mais est 6conomiquement peu viable. 

20 

Ces probldmes sont majeurs dans le d^veloppement industriel des anticorps 
monoclonaux, chimeriques humanisms ou humains. A titre d'exemple, la soci&6 
Protein Design Labs a suspendu les essais cliniques en phase 1/11 du Remitogen®, qui 
est un anticorps anti-HLA-DR pouvant 6tre utilise pour traiter les cancers de cellules 
25 MHC de classe II positives, notamment les leuc&nies des cellules B et T. 

Aujourd'hui, la recherche est orients sur le fragment Fey de Pimmunoglobuline afin 
d'am£liorer les propriety fonctionnelles des anticorps. A terme, cela devrait permettre 
Pobtention d'anticorps qui interagissent et activent les r^cepteurs des cellules 
30 effectrices (monocytes macrophage, lymphocyte B, cellules NK et dendritiques). 
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La fixation d'un anticorps sur son ligand peut induire une activation de certaines 
cellules effectrices via leurs recepteurs Fc, ce qui est Tobjectif de la pr£sente invention. 
Nous avons montre que certains anticorps non seulement supportaient des proprietes 
fonctionnelles, comme PADCC ou Tactivation du complement, mais aussi induisaient 
5 la production de cytokines. Ces cytokines, produites au site deactivation des effecteurs, 
peuvent exercer diffSrentes activity biologiques. 

Ainsi, il apparait necessaire de tester les proprietes des anticorps candidats k induire la 
production de ces facteurs modulant la reponse immunitaire. En effet, on a trouve que 

10 Tactivation des recepteurs des cellules effectrices produit des r^ponses tr£s differentes 
conduisant k la liberation d'une ou plusieurs cytokines. Ces cytokines sont 
responsables de Tactivation ou de Pinhibition de certains composants du systeme 
immunitaire selon le cas. II peut s'av£rer par exemple qu'un meme anticorps dirige 
contre un antig&ie donne soit completement inefficace lors qu'il est produit dans des 

15 lignees de myeiome de souris, alors qu'il se montre tr£s efficace lors qu'il est produit • 
dans d'autres lignees cellulaires. 

Par exemple, nous d&nontrons ici que la fixation d'un anticorps sur son ligand peut 
induire une activation de la cellule Jurkat transferee CD 16 avec comme consequence 
20 la secretion d'IL2. Une forte correlation est observee entre la secretion d'IL2 par 
Jurkat CD16 et l'activite ADCC mediee par le CD16 des cellules effectrices. 

Nous avions montre dans notre demande WO 01/77181 (LFB) l'importance de 
seiectionner des lignees cellulaires permettant de produire des anticorps pr6sentant une 

25 forte activite ADCC du type FcyRIII (CD16). Nous avions trouve que la modification 
de la glycosylation du fragment constant des anticorps conduisait k ameiiorer l'activite 
ADCC dans des lignees de myeiomes de rat telle que YB2/0. Les structures 
glycanniques etant de type biantennees, avec des chaines courtes, une faible 
sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache terminaux non intercalates, et 

30 une faible fucosylation. 
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Or, dans le cadre de la pr^sente invention, nous avons decouvert que l'avantage de 
presenter une forte affinity pour le CD 16 peut encore etre renforce par des tests 
supplementaires visant k choisir les anticorps qui induisent la production de cytokines. 

5 

Les deux caracteristiques pretitees se complemented. En effet, la production de 
cytokines induites par les anticorps s61ectionn&s par le procede de l'invention pourrait 
renforcer activity cytotoxique des anticorps. Le m€canisme d'action d'une telle 
activation tient probablement k une regulation positive autocrine des cellules 
10 effectrices. On peut postuler que les anticorps se lient au CD 16 provoquant une 
activity cytotoxique mais egalement induisent la production d'IFN gamma qui au final 
peut conduire k augmenter encore davantage l'activite cytotoxique. 

L'invention propose done des anticorps qui prSsentent une activite jusqu'£ 100 fois 
15 superieure aux anticorps disponibles en therapie. En particulier, l'invention apporte un 
anti-HLD-DR et un anti-CD20 significativement plus efficaces que leur homologue 
respectif tel que le Remitogen® et le Rutixan®. La pr^sente invention marque un 
tournant majeur dans le developpement des anticorps k vis£e clinique en apportant une 
nouvelle gyration dont les doses efficaces pour obtenir 50% d'activite sont bien 
20 inferieures a celles des anticorps actuellement utilises. 

Description 

Ainsi, Tinvention se rapporte k un anticorps monoclonal chim6rique, humanisms ou 
25 humain produit dans ime lignte cellulaire seiectionnee pour ses proprietes de 
glycosylation du fragment Fc d'un anticorps, ou dont la structure glycannique a ete 
modifi6e ex vivo, ledit anticorps pr^sentant un taux ADCC de type FcyRlH (CD16) 
superieur k 60 %, 70%, 80 % ou de preference superieur k 90 % compare au mSme 
anticorps produit dans une lign<§e CHO ou k un anticorps homologue disponible dans le 
30 commerce, caracterise en ce qu'il presente une capacite k induire un taux de production 
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d'au moins une cytokine par une cellule effectrice du systeme immunitaire exprimant 
le recepteur CD16 sup6rieur k 60 %, 100 % ou de preference superieur k 200 % 
compart au meme anticorps produit dans une lignee CHO ou i un anticorps 
homologue disponible dans le commerce. 

5 

De preference, cet anticorps presente un taux ADCC superieure k 100 % k une 
concentration de lOng/ml compare au mSme anticorps produit dans une lignee CHO ou 
k un anticorps homologue disponible dans le commerce et un taux de production d f au 
moins une cytokine par une cellule effectrice du systeme immunitaire, en particulier 
10 celles exprimant le recepteur CD16 superieur k 1000 % k une concentration delOng/ml 
compare au meme anticorps produit dans une lignee CHO ou i un anticorps 
homologue disponible dans le commerce. 

Lesdites cytokines liberees sont des interleukines, des interferons et des facteurs de 
1 5 necrose tissulaire (TNF). 

Ainsi, l'anticorps est selection^ pour sa capacite d'induire la secretion d'au moins une 
cytokine choisie parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,... 
TNFa, TGFp, BP10 et IFNy par les cellules effectrices du syst&ne immunitaire en 
20 particulier celles exprimant le recepteur CD 16. 

De preference, l'anticorps seiectionne a la capacite d'induire la secretion d' IFNy par 
les cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le recepteur CD16. Le taux 
d* IFNy secrete refiete la qualite de l'anticorps fixe par le recepteur CD16 quant k son 
25 integrite (fonction Fc) et k sa capacite (site antigenique) de liaison a l'antigene. En 
outre, la secretion d' IFNy contribue k renforcer l'activite cytotoxique des cellules 
effectrices. 
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Les cellules effectrices peuvent exprimer un CD 16 endog&ie ou etre transformees. On 
entend par cellule transform^, une cellule modifiee genetiquement de sorte k exprimer 
des recepteur Fc, en particulier le recepteur CD 16. 

5 Dans un mode de realisation particulier, Panticorps de Tinvention est capable d'induire 
la secretion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 
De preference, on utilise pour la selection des anticorps une lign6e Jurkat transferee 
avec un vecteur d'expression codant pour le recepteur CD16 comme cellule effectrice. 
10 Cette lign6e est particulterement avantageuse car elle est immortalisee c'est k dire 
qu'elle se developpe indefiniment dans des milieux de cultures et qu'elle permet 
d'obtenir des r^sultats reproductibles de par sa stabilite d' expression du CD16. 

En outre, Panticorps peut §tre selectionne apres avoir 6t6 purifie et/ou modifie ex vivo 
1 5 par modification de la structure glycannique du fragment Fc. 

La selection peut se faire sur des anticorps produits par des cellules couramment 
utilises pour la production d'anticoips th£rapeutiques, telles que les lign^es de 
myotomes de rat, en particulier YB2/0 et ses derives, les cellules lymphoblastoides 

20 humaines, les cellules d'insectes et les cellules de myotomes murines. La selection peut 
egalement etre appliqu^e k revaluation d'anticorps produits par des plantes 
transgeniques ou de mammiferes transgeniques. A cet effet, la production dans CHO 
sert de reference (CHO etant employee pour la production d'anticorps medicament) 
pour comparer et seiectionner les systdmes de production conduisant aux anticorps 

25 selon Tinvention. Une autre alternative consiste k effectuer la comparaison avec les 
anticorps disponibles dans le commerce, en particulier les anticorps en cours de 
developpement, les anticorps ayant obtenus une AMM ou encore des anticorps dont les 
essais cliniques ont ete arr&es et qui se sont reveies peu efficaces et/ou produisant des 
effets secondares indesirables aux doses administrees. En efifet, comme indique 

30 precedemment, les anticorps modifies de Tinvention sont jusqu'a. 100 fois plus 
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efficaces pour activer TADCC des cellules effectrices du syst&ne immunitaires, ce qui 
implique des doses d'administration inf&ieures k celles pratiques par les anticorps 
mentionn6s pr6c6demment 

5 L'anticorps de Tinvention peut etre produit dans des lign^es cellulaires du type 
my61ome de rat, notamment YB 2/0. II peut etre dirig6 contre un antigfene normal non 
ubiquitaire (exemple, l'anticorps est de specificity anti- Rhesus D du globule rouge 
humain), ou un antigene d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogene pour 
lliomme, en particulier contre un antigene d'une cellule canc6reuse. Par 
10 Dans un aspect prejterS, l'anticorps est un anti-HLA-DR. Cet anticorps pr&ente un 
taux ADCC sup&ieure k 100 % a une concentration de 10 ng/ml ou moins et un taux 
de production d'IL-2 par une cellule effectrice du syst&ne immunitaire exprimant le 
r6cepteur CD16 sup^rieur jusqu'£ 1000 % k une concentration de 10 ng/ml compart au 
meme anticorps exprimS dans la lignSe CHO, lign<§e d'expression du Remitogen®. 

15 

L'anti-HLA-DR de l'invention peut 6tre produit dans une lign^e de my&ome de rat, 
notamment YB2/0. 

Dans un autre aspect pr6f£r6, l'anticorps de l'invention est un anti-CD20. Cet anticoips 
20 prcSsente un taux ADCC sup^rieure k 100 % k une concentration de 10 ng/ml ou moins 
et un taux de production d'IL-2 par la cellule Jurkat CD16 sup&ieur jusqu'a. 1000 % k 
une concentration delOng/ml compart au Rituxan®. 

L'anti-CD20 de l'invention peut etre produit dans une lign6e de my&ome de rat, 
25 notamment YB2/0. 



D'autres anticorps peuvent etre s61ectionn6s parmi les anti Ep-CAM, anti-KIR3DL2, 
anti-VEGFR, anti HER1, anti HER2, anti GD, anti GD2, anti GD3, anti CD-23, anti- 
CD30, anti-CD33, anti-CD38, anti-CD44, anti CD52, anti CA125 et anti ProteinC; des 
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anti-idiotypes specifiques d'inhibitevirs par exemple de facteurs de coagulation dont le 
FVIII et FIX, les anti-viraux : HBV, HIV, HCV et RSV. 

Dans un autre aspect, 1'invention concerne l'utilisation d'un anticorps decrit ci-dessus, 
5 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des cancers, par exemple 
1'anti-VEGFR et des infections par des agents pathogenes, par exemple l'anti-HIV. 

Plus particulierement, 1'invention vise l'utilisation d'un anticorps Anti-HLA-DR ou 
anti-CD20 decrit plus haut pour la fabrication d'un medicament destine au traitement 
10 des cancers des cellules MHC de classe II positives, notamment les lymphomes de 
cellules B, les leucemies aigues de cellules B, le lymphome de Burkitt, le lymphome 
de Hodgkin, les leucemies myeloides, les lymphomes et leucemies de cellules T, les 
lymphomes non hodgkinien et les leucemies myeloides chroniques. 

15 Dans un aspect prefere de 1'invention, l'anticorps peut dans un premier temps etre 
selectionne pour son affinite au recepteur CD16 puis teste et selectionne tel que decrit 
ci-dessus pour ses proprietes a induire la production d'une cytokine, notamment l'IL-2, 
par les cellules Jurkat CD16 ou l'IFNy par les cellules effectrices sanguines exprimant 
le CD16. 

20 

De tels anticorps possedant cette double propria d'induire l'ADCC via le CD 16 et 
d'induire la production de l'IL-2 conduisent a une stimulation tres importante de 
l'activite cytotoxique des cellules effectrices. Par exemple, cet anticorps peut Stre un 
anticorps liste ci-dessous produit dans toute lignee cellulaire et selectionne par les tests 
25 mentionnes ci-dessus. H s'agit d'anticorps de seconde generation plus efficaces que 
leurs homologues disponibles actuellement (voir tableau 1 ci-apres). 



30 
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Tableau 1 



Nom et marque 
commerciale de 
l'anticorps 

Edrecolomab 
PANOREX 

Rituximab 
RITUXAN 



Trastuzumab 
HERCEPTIN 



Palivizumab 
SYNAGIS 

Alemtuzumab 
CAMPATH 

ibritumomab 

tiuxetan 
ZEVALDSf 
Cetuximab 
IMC-C225 



Society 



Centocor 

Idee 
Licenste k 
Genentech/ 
Hoffinan la roche 

Genentech 
Licensifi a Hoffinan 
la 

roche/Immunogen 

Medimmune 
Licensie k Abott 

BTG 
Licensie k Schering 



cible 



anti Ep-CAM 



anti CD20 



anti HER2 



anti CD52 



IDEC anti CD20 

License k Schering 



Merck /BMS / 
Imclone 



antiHERl 



indication 

colorectal cancer 

B cell lymphoma 
thrombocytopenia purpura 

ovarian cancer 



RSV 
leukemia 

NHL 

cancers 



Bevacizumab 
AVASTIN 

Epratuzumab 
HuM195Mab 



Genentech/ anti VEGFR 
Hoffman la roche 



Immumedics/ 
Amgen 

Protein Design 
. Labs 



anti CD22 
ND 



cancers 



cancers: 
non hogkin lymphoma 
cancers 
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MDX-210 


Immuno-Designed 

TV JC 1 ' 1 

Molecules 


ND 


cancers 


RFC? 
Mitumomab 


jLrncione 


anti kjUj 


cancers 


vl C V UlllaO 

OVAREX 


Aitarex 


anti CA125 


Ovarian cancer 


Ecromeximab 
KW-2971 


Kyowa-Hakko 


antiGD 


malignant melanoma 


ABX-EGF 


Abgenix 


EGF 


cancers 


MDX010 


Medarex 


ND 


Cancers 


XTL002 


XTL 

hi riT^H t*mfir*piTrif* a lc 


ND 


anti-viral : HCV 


Hll SCFV 


viventia biotech 


ND 


cancers 


4B5 


viventia biotech 


antiGD2 


Cancers 


XTL 001 


XTL 
Diopnarmaceu iicai s 


ND 


anti-viral : HBV 


MDX-070 


MEDAREX 


Anti-PSMA 


Prostate cancer 


TNX-901 


TANOX 


anti CD-23 




IDEC-114 


IDEC 


inhibition 
ProteinC 


non-Hodgkin lymphoma 



L'invention porte Sgalement sur l'utilisation d'un anticorps d£crit ci-dessus pour la 
fabrication d'un medicament destine k induire l'expression de TNF, IFNy, IP10, BL8 et 
IL-6 par les cellules effectrices naturelles du syst&ne immunitaire, ledit medicament 
etant utile notamment pour le traitement du cancer et des infections. 
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Legendes et titres des figures : 

Figure 1: Lyse ADCC des cellules Raji, induite par des anticorps anti-HLA-DR 
exprimes dans CHO (triangle) ou YB2/0 (carre). 

Figure 2: Secretion d'IL2 par les cellules Jurkat CD 16, induite par des anticorps anti- 
5 HLA-DR exprimes dans CHO (triangle) ou YB2/0 (carr6). 

Figure 3: Correlation entre le pourcentage d'ADCC supportee par les cellules NK et la 
s<5cr£tion d'IL2 par les cellules Jurkat CD 16. 
Figure 4: IL8 secretee par les CMN en presence ou absence de cible 
Figure 5: Secretion de cytokines par les CMN induite par les anticorps anti-Rhesus 
1 0 (valeur sans cible deduite) Tox 324 03 062 

Figure 6: Secretion de cytokines par les polynucleaires induite par les anticorps anti- 
Rhesus 

Figure 7: Secretion de cytokines par les NK induite par les anticorps anti-Rhesus 
Figure 8: Secretion de TNF alpha par les cellules NK, induite par les anticorps anti- 
1 5 CD20 et anti-HLA-DR exprimes dans CH et YB2/0 (324 03 082) 

Figure 9: Secretion d'IFN gamma par les cellules NK, induite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA-DR exprimes dans CH et YB2/0 (324 03 082) 

Exemple 1 : Anti-HLA-DR 

20 

1.1 TEST ADCC CD16 

L'anticorps anti-HLA DR chimerique a ete exprime dans la cellule YB2/0 et dans 
CHO. Les anticorps chimeriques anti-HLA-DR sont capables d'induire une activite 

25 cytotoxique de la cellule RAJI, exprimant a sa surface des antigenes HLA-DR. Pour ce 
faire, la meme sequence codant pour une IgGl specifique de l'antigene HLA-DR est 
transfectee dans CHO et YB2/0. Les anticorps sont incubes avec les cellules RAJI 
(cibles) et les cellules Natural Killer (NK) humaines. L'activite cytotoxique des 
anticorps sur la cellule Raji (ADCC) a ete evaluee apres 16h d'incubation (voir figure 

30 1). 
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Les deux anticorps anti-HLA-DR exprimes par YB2/0 (carre) ou CHO (triangle) 
induisent une lyse de la cellule Raji par ADCC. L'anticorps exprime dans YB2/0 
s'avdre plus cytotoxique que CHO surtout dans des conditions de faibles quantites 
d'effecteurs et de faibles concentrations d'anticorps. 

5 

1.2 TEST IL-2 

La meme sequence codant pour une IgGl sp^cifique de l'antigene HLA-DR est 
transferee dans CHO et YB2/0. Les anticorps sont incubus avec les cellules RAJI 
10 (cible) et les cellules Jurkat CD16 (effecteurs) portant l'acide amine phenylalanine (F) 
en position 158. La quantity de cytokines (IL2) s6cr6tee par Jurkat CD16 est mesur^e 
par ELISA (voir figure 2). 

Les anticorps anti-HLA DR induisent une forte secretion d'IL2 (cytokine). 
15 Comparativement, la secretion et done le degr6 d'activation est superieur lorsque 
l'anticorps est exprime dans YB2/0 (carre) par rapport k CHO (triangle) k toutes les 
concentrations etudiees. 

Exemple 2 : Correlation in vitro entre ADCC et liberation d'EL-2 de Jurkat 
20 CD16. 

Pour cette etude, 3 anticorps monoclonaux (Mab) anti-D ont ete compares. 
Le Mab DF5-EBV a ete produit par des Lymphocytes B humains obtenus chez un 
donneur immunise D-negatif et immortalises par transformation avec l'EBV. Cet 
25 anticoprs a ete utilise comme controle negatif etant donne que lors d'un essai clinique, 
il a ete montre incapable d'eiiminer les globules rouges rhesus positifs de la 
circulation. 

L'anticorps monoclonal (Mab) DF5-YB2/0 a ete obtenu en exprimant la sequence 
primaire de DF5-EBV dans la lignee YB2/0. L'anticorps monoclonal R297 et d'autres 
30 anticorps recombinants ont egalement ete exprimes dans YB2/0. 
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Ces anticorps sont testes in vitro pour leur capacity a induire vine lyse des globules 
rouges traites & la papalne en utilisant des cellules mononucl&Ses (PBL) comme 
effecteur. 

5 Tous les tests ont 6t6 effectu£s en presence d' immunoglobulins humaines (IVIg) de 
sorte k reconstituer les conditions physiologiques. 

On pense que les IVIg se lient avec une haute affinity au FcgammaRI (CD64). Les 
deux Mab DF5-YB2/0 et R297 induisent une lyse des globules rouges k un niveau 
comparable a celui des anticorps polyclonaux WinRho. En revanche, le Mab DF5- 
1 0 EB V est complement inefficace. 

Dans une deuxieme s6rie d'exp£rience, des cellules NK puriftees et des globules 
rouges non traites ont 6t6 utilises comme effecteur et cibles respectivement. AprSs 5 
heures d'incubation, les Mabs antiD-R297 et DF5-YB2/0 se sont months capables de 
15 provoquer la lyse des globules rouges, alors que DF5-EBV reste inefficace. 

Dans ces deux experiences, la lyse des globules rouges a 6t6 inhibSe par le Mab 3G8 
dirig£ contre le FcgammaRm (CD 16). 

En r6sum6, ces r£sultats d&nontrent que PADCC provoqu£e par Mab R297 et Mab 
20 DF5-YB2/0 implique le FcgammaRIII exprime a la surface des cellules NK. 

Dans le cadre de Pinvention, une troisteme s£rie d' experiences a £t£ r£alis£ selon un 
test in vitro a l'aide de cellule Jurkat CD 16 pour ^valuer l'efficacite d'anticorps anti-D. 
Les Mab ont ete incubes pendant une nuit avec des globules rouges Rhesus positif et 
25 des cellules Jurkat CD 16. La liberation d'IL-2 dans le surnageant k 6t6 6valu£e par 
ELISA. 

Une forte correlation entre V ADCC et V activation des cellules Jurkat a 6t6 observe, ce 
qui implique que ce test peut etre utilise pour faire la discrimination des Mabs anti-D 
en fonction de leur r£activite envers FcgammaRm ( CD 16). 

30 
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Les memes 6chantillons sont 6valu6s en ADCC et dans le test Jurkat DL2. Les r&ultats 
sont exprimes en pourcentage de Tanticorps de reference "LFB-R297". La courbe de 
correlation entre les 2 techniques a un coefficient r2=0.9658 (Figure 3). 

5 En conclusion, ces donn^es montrent l'importance des modifications post- 
traductionnelles de la partie Fc des anticorps pour leur capacity h induire une activity 
ADCC sp£cifique du FcgammaRIII. La liberation de cytokines telles que l'IL-2 est 
comStee avec l'ADCC. 

10 Exemple 3 : activation de cellules NK et production d'IL2 et d'EFNy 

Modele de mise au point : lign6e cellulaire Jurkat transfecfee avec le g&ne codant pour 
le r<5cepteur CD 16. Applications : renforcement d'une r^ponse anti-tumorale. L'IL2 
produite par les cellules effectrices activ^es induit une activation des lymphocytes T et 
15 des cellules NK pouvant aller jusqu'& une stimulation de la proliferation cellulaire. 
L'lFNy stimule Tactivit6 des CTLs et peut renforcer l'activite des macrophages. 

Exemple 4 : activation de monocytes macrophages et production de TNF et d'lL- 
lRa 

20 

Applications : renforcement de la phagocytose et induction de propridfes anti- 
inflammatoires. Le TNF produit par les cellules effectrices activ^es stimule la 
proliferation des macrophages et des lymphocytes infiltrant les tumeurs. L'EL-lRa est 
une cytokine qui entre en competition avec PIL1 au niveau de son r^cepteur et exerce 
25 ainsi un effet anti-inflammatoire. 

Exemple 5 : activation de cellules dendritiques et production d'ELlO 
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Applications : induction d'une tolerance sp^cifique k certains antigenes. L'lLlO est 
une molecule inhibitrice de F activation de diffSrentes cellules effectrices et de la 
production de cytokines. 

5 

Exemple 6 : Induction de la secretion de cytokines par diffferentes cellules 
effectrices. 

Trois populations cellulaires ont 6t6 6tudi6es : les polynucleaires, les cellules 
10 mononucl£es et les cellules NK. L'induction de la synthase de cytokines est 
d^pendante de la presence de la cible. II y a peu de differences dans les profils du R297 
et de l'anticorps polyclonal anti-Rh6sus D, en terme de cytokines s6cret6es par les 
cellules effectrices. AD1 est trhs souvent non inducteur de s6cr6tion de cytokines. 

RSsuItats : 

15 6.1 L'anticorps monoclonal anti-Rh D R297 et le polyclonal anti-Rh D WinRho 
induisent une s6cr6tion importante d'IL8 en presence de cellules mononucl66es. Cette 
secretion est d^pendante de la concentration d'anticorps et de la presence de la cible 
antig&iique. L'anticorps AD1 est beaucoup moins efficace k induire la production 
d'IL8 par les cellules mononucl66es (figure 4). 

20 L'anticorps monoclonal anti-Rh D R297 et le polyclonal anti-Rh D WinRho induisent 
une secretion importante de TNF alpha, une s6cr6tion d'IL6, IFN gamma, IP10, TNF 
alpha et TGF Beta moins forte bien que sup&ieure k celles induites par AD1 par les 
cellules mononucl&Ses. Cette s£cr6tion augmente avec la plus forte concentration 
d'anticorps pour l'IL6, IFN gamma, IP10, mais dtScroit pour le TNF alpha et le TGF 

25 Beta (figure 5). 



6.2 L'anticorps monoclonal anti-Rh D R297 et le polyclonal anti-Rh D WinRho 
induisent une s6cr6tion trds faible, mais sup&ieure k AD1, d'IL2, IFN gamma, IP10 et 
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TNF par les polynucteaires. Cette s<§cr6tion est d£pendante de la concentration 
d'anticorps (figure 6). 

63 L'anticorps monoclonal R297 et le polyclonal WinRho induisent une s6cr£tion 
importante d'IFN gamma, IP10 et TNF par les cellules NK. Cette s<Scn§tion est 
5 d^pendante de la concentration d'anticorps (figure 7). 

Exemple 7 : Anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chimeriques optimises 
produits dans YB2/0 

Introduction 

Nos premiers r^sultats ont montre que les anticorps anti-D produits dans YB2/0 ainsi 
que les anticorps polyclonaux utilises en clinique induisaient une forte activity ADCC 
ainsi que la production de cytokines, en particulier de TNF alpha et d'interfSron 
gamma (IFN gamma) a partir de cellules NK puriftees ou de cellules mononuctees. Par 
contre d'autres anticorps anti-D, produits dans d f autres lign^es cellulaires sont n^gatifs 
en ADCC et se sont r6v616s incapables d'induire cette s£cr6tion de cytokines. 

Les r6sultats compl&nentaires ci dessous montrent que ce mScanisme n'est pas 
exclusif aux anti-D en presence d'h&naties Rh6sus positif mais s'applique 6galement 
20 aux anticorps anti-CD20 et anti-HLA DR exprinuSs dans YB2/0, L'expression dans 
CHO confSre & Panticorps des proprtetes activatrices moins importantes. Ceci est en 
correlation avec les r^sultats obtenus en ADCC. 

Materiel 

25 Anticorps. 

Anti-CD20 : Panticorps chim&ique anti-CD20 transfectS dans YB2/0 est compart k un 
anticorps commercial anti-CD20 produit dans CHO (Rituxan). 

Anti-HLA DR : la meme sequence codant pour Panticorps chim&ique anti-HLA DR 
est transfectee dans CHO (Bl 1) ou YB2/0 (4B7). 



10 
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Cellules cibles : cellules Raji exprimant k leur surface l'antigdne CD20 et HLA-DR 
Cellule effectrices : cellules NK humaines puriftees par selection negative a partir de 
poches de sang humain. 

5 M6thode 

Difiterentes concentrations d'anticorps anti-CD20 ou anti-HLA DR sont incubSes avec 
les cellules Raji et les cellules NK. Aprfes 16 heures d'incubation, les cellules sont 
centrifugees. Les surnageants sont dos6s en TNF alpha et IFN gamma. 

10 R6sultats : 

1) TNF alpha : Les rSsultats sont exprimSs en pg/ml de TNF alpha dos<§ dans les 
surnageants. En abscisse figure les diff&rentes concentrations d'anticorps ajout^es dans 
le melange r^actionnel (figure 8). 

15 

Les anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chimSriques produits dans YB2/0 induisent 
des taux plus importants de TNF en presence de leur cible (Raji) par rapport aux 
memes anticorps produits dans CHO. La quantity de TNF alpha est bien dose 
d<§pendante de la concentration d'anticorps ajout6. A lOng/ml d'anticorps on induit 5 
20 fois plus de TNF alpha avec les anticorps produits dans YB2/0 par rapport aux 
anticorps produits dans CHO. 

2) IFN gamma: Les r^sultats sont exprim^s en pg/ml de IFN gamma dos6 dans les 
surnageants. En abscisse figure les diffgrentes concentrations d'anticorps ajout^es dans 

25 .le melange rSactionnel (figure 9). 

Les anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chim&riques produits dans YB2/0 induisent 
des taux plus importants de IFN gamma en presence de leur cible (Raji) par rapport 
aux memes anticorps produits dans CHO. La quantity de IFN gamma est bien dose 
30 dSpendante de la concentration d'anticorps ajoufcS. A toutes les concentrations utilises 
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(0 a 200ng/ml) l'aiiticorps anti-HLA DR produit dans CHO n'induit pas de secretion 
d'IFN gamma, alors que 40ng/ml de l'anticorps produit dans YB2/0 induit environ 
lOOOpg/ml d'IFN gamma. 



5 



Pour l'anticorps anti-CD20, il faut moins de lOng/ml de l'anticorps produit dans 
YB2/0 et 200ng/ml de l'anticorps produit dans CHO pour induire 300pg/ml de EFN 
gamma (figure 9). 
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REVENDICATIONS 



5 1. Anticorps monoclonal chimerique, humanist ou humain produit dans une lignee 
cellulaire seiectionnee pour ses propriety k glycosyler de fa?on particulates le 
fragment Fc d'un anticorps, ou dont la structure glycannique a 6te modifiee ex vivo, 
ledit anticorps pr6sentant un taux ADCC de type FcyRm (CD16) superieur k 60 %, 
70%, 80 % ou de preference superieur k 90 % compare au meme anticorps produit 

10 dans une lignee CHO ou k un anticorps homologue disponible dans le commerce, et 
caracterise en ce qu'il prdsente une capacity k induire un taux de production d f au moins 
une cytokine par la cellule Jurkat CD 16 ou une cellule effectrice du systeme 
immunitaire exprimant le r6cepteur CD16 superieur k 60 %, 100 % ou de preference 
superieur k 200 % compare au mSme anticorps produit dans une lignee CHO ou k un 

1 5 anticorps homologue disponible dans le commerce. 

2. Anticorps selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il presente un taux ADCC 
superieure k 100 % k une concentration lOng/ml ou moins, compare au meme 
anticorps produit dans une lignee CHO ou k un anticorps homologue disponible dans le 
20 commerce et un taux de production d'au moins vine cytokine par une cellule effectrice 
du systeme immunitaire exprimant le recepteur CD 16 superieur k 1000 % a une 
concentration de lOng/ml ou moins, compare au meme anticorps produit dans une 
lignee CHO ou k un anticorps homologue disponible dans le commerce, 

r 

25 3. Anticorps selon Tune des revendications 1 k 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des interleukines. 
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4. Anticorps selon Time des revendications 1 & 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des interferons. 
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5. Anticorps selon Tune des revendications 1 & 2, caract£ris£ en ce que les cytokines 
lib6r£es sont des facteurs de necrose tissulaire (TNF). 

6. Anticorps selon Tune des revendications 1 a 2, caract£ris£ en ce que Panticorps 
5 s£lectionn£ a la capacity d'induire la secretion d'au moins une cytokine choisie parmi 

IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL8, TNFa , TGF0, IP10 et IFNy par les cellules 
effectrices exprimant le rScepteur CD16. 

7. Anticorps selon la revendications 1 ou 2, caract6ris6 en ce que ce que Panticorps 
10 selection^ a la capacity d'induire la s6cr6tion d'IL-2 par les cellules effectrices du 

syst&ne immunitaire exprimant le recepteur CD 16. 

8. Anticorps selon la revendication 1, 2 ou 7, caract6ris<§ en ce que la cellule effectrice 
est une cellule Jurkat exprimant le recepteur CD 16 ou par une cellule leucocytaire, en 

15 particulier de la famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe 
monocytes-macrophages. 

9. Anticorps selon Tune des revendications 1 & 8, caracterisS en ce qu f il est produit 
dans lignge cellulaire du type myelome de rat, notamment YB 2/0. 

20 

10. Anticorps selon Tune des revendications 1 k 9, caract&isS en ce qu ! il est dirig6 
contre un antigdne d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogdne pour 
lTiomme, en particulier contre un antig£ne d'une cellule canc£reuse. 

25 11. Anticorps selon la revendication 10, caracterisS en ce qu'il est de specificity anti- 
Rhesus D du globule rouge humain. 



12. Anticorps selon la revendication 11, caract<§ris(5 en ce qu'il est un anti-HLA-DR. 
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13. Anticorps selon la revendication 12, caract6ris6 en ce qu f il pr^sente un taux ADCC 
sup£rieur k 100 % k une concentration de 10 ng/ml ou moins et un taux de production 
d'IL-2 par une cellule effectrice du systeme immunitaire exprimant le nScepteur CD 16 
sup&ieur jusqu'& 1000 % k une concentration de 10 ng/ml ou moins compare au meme 

5 anticorps exprim6 dans la lignSe CHO, lignSe d'expression du Remitogen®. 

14. Anticorps selon la revendication 12, caract6ris6 en ce qu'il est produit dans une 
lign6e de myelome de rat, notamment YB2/0. 

10 15. Anticorps selon la revendication 10, caract6ris6 en ce qu'il est un anti-CD20. 

16. Anticorps selon la revendication 15, caracterisS en ce qu'il pr^sente un taux ADCC 
sup&ieur a 100 % a une concentration de 10 ng/ml ou moins et un taux de production 
d'IL-2 par une cellule effectrice du systeme immunitaire exprimant le r6cepteur CD16 

15 sup^rieur jusqu'& 1000 % k une concentration de 10 ng/ml ou moins compart au 
Rituxan®. 

17. Anticorps selon la revendication 15, caracterisS en ce qu'il est produit dans une 
lign£e de myelome de rat, notamment YB2/0. 

20 

18. Anticorps selon la revendication 10, caract6ris6 en ce qu'il est s61ectionn6 parmi les 
anti Ep-CAM, anti-KIR3DL2, anti-VEGFR, anti HER1, anti HER2, anti GD, anti 
GD2, anti GD3, anti CD-23, anti-CD30, anti-CD33, anti-CD38, anti-CD44, anti CD52, 
anti CA125 et anti ProteinC; anti Ep-CAM, anti HER2, anti CD52, anti HER1, anti 

25 GD3, anti CA125, anti GD, anti GD2, anti CD-23 et anti ProteinC; les anti-viraux: 
HBV, HCV, HIV et RSV, des anti-idiotypes sp<Scifiques d'inhibiteurs par exemple de 
facteurs de coagulation dont le FVIII et FIX.. 
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19. Utilisation cTun anticorps selon Tune des revendications 1 a 18 pour la fabrication 
d'un medicament destine au traitement des cancers et des infections par des agents 
pathogenes. 

5 20. Utilisation d f un anticorps selon Time des revendications 12 &, 14 et 15 & 17 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement des cancers des cellules MHC de 
classe II positives, notamment les lymphomes de cellules B, les leuc&nies aigues de 
cellules B, le lymphome de Burkitt, le lymphome de Hodgkin, les leucemies 
myeioides, les lymphomes et leucemies de cellules T, les lymphomes non hodgkinien 

10 et les leucemies myeloides chroniques. 

2L Utilisation d'un anticorps selon Time des revendications 12al4etl5&17 pour la 
fabrication d'un medicament destine k induire Texpression de TNF, IFNy, IP 10 et IL-6 
par les cellules effectrices naturelles du syst&ne immunitaire, ledit medicament etant 
1 5 utile notamment pour le traitement du cancer et des infections. 
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Lyse ADCC des cellules Raji, induite par des anticorps anti-HLA-DR exprimes 
dans CHO (triangle) ou YB2/0 (carre). 
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Secretion d'DL2 par les cellules Jurkat CD16, induite par des anticorps anti-HLA- 
DR exprimes dans CHO (triangle) ou YB2/0 (carre) . 
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Correlation entre le pourcentage d'ADCC supportee par les cellules 
NK et la secretion d'IL2 par les cellules Jurkat CD16. 



Correlation ADCC teg 500 a 7,5ng/puits et Jurkat IL2 
ADCC 305 03 128-129-132-134-138 
IL2 289 03 129-136-139-148 
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IL8 se ere tee par les CMN en presence ou absence de cible 
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FIGURE 4 



WO 2004/029092 




CT/FR2003/002713 



5/9 



2000,0 
1800,0 
1600,0 
1400,0 
1200,0 
1000,0 
800,0 
600,0 
400,0 
200,0 
0.0 



Secr§tion de cytokines par les CMN induite par les anticorps anti-Rh6sus 
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Secr6tion de cytokines par les polynucleaires induite par les anticorps anti Rhesus 
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Secretion de cytokines par les NK induite par les anticorps anti-Rhesus 
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Secretion de TNF alpha par les cellules NK, induite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA DR exprimes dans CHO et YB2/0 (324 03 082) 
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Secretion d'IFN gamma par les cellules NK,induite par les anticorps antl- 
CD20 et anti-HLA DR exprimes dans CHO et YB2/0 (324 03 082) 
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